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(57) Abstract 

The present invention relates to peptides capable of modulating the levels of GDP exchange on p2l-GDP complexes, the 
nucleic acid sequences coding for said peptides, preparation thereof and pharmacentical compositions containing them. 

(57)Abrege 

_ ^^ 1 ? &ie ? tc k™^ 011 concerne des peptides capables de moduler les mveaux tfechange dn GDP sur des complexes 
Sntenant S ^ UeDCCS &adde$ naclaques codant pour «s peptides, kur preparation et des comp^^Tm^tnim les 
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EEEIIDES AYANT TTNR ArTrvrrr ni? factritp. TVPr nANnr. nit an* 
SEQUENCES D'ACIDFS NUn.FTOUES nop ant p qtir pfs pbpttdes. 

PREPAP.ATTnNFTTfny^ATf^ 

La presente invention concerne de nouvelles sequences peptidiques et 
5 nudeotidiques, et leur utilisation phannaceutique. Plus particulierement, Finventfan 
concerne des peptides capables de moduler les niveaux d'echange du GDP sur des 
complexes p21-GDP. 

Les produits des genes ras, generalement desgnes proteines p21. jouent un 
role de dans le controle de la division ceUulaire chez tousles organismes eucaryotes 

10. ou ils ont ete recherches. Certaines modifications specifiques de ces proteines leur 
font perdre leur controle normal et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi, un 
grand nombre de tumeurs humaines ont ete associees a la presence de genes ras 
modifies. De meme, une surexpression de ces proteines p21 peut conduire a un 
dereglement de la proliferation ceUulaire. La comprehension du role exact de ces 

15 proteines p2l dans les cellules, de leur mode de fonctiormement et de feus 
canxaenstiques consthue done im enjeu inajeur pour fa eonnx^^ 
therapeimque de la cancerogenese. 

In vivo, on ne connait pas encore la nature exacte des evenements 
responsables de I'activation des proteines p21. On salt qu'elles exercent leurs 
20 fractions en oscillant entre deux etats c»ufonnationnels : une forme inactive liee au 
GDP et une forme active liee au GTP, mais lesfacteurs agissam sur la transition entre 
ces deux formes ne sont pas clairexnem identffies. Des travaux 
situations physiologiques au cours desqueUes la proportion de proteines ras liees au 
GTP augmente dans la cellule. D sfagit de Factivation des lymphocytes T et de la 
25 s&nulation des fibroblast 

(Downward et aL, Nature m (1990) 719 ; Gibbs et ah, J. BioL Chem. 2& (1990) 
20437). L'augrnentation de la proportion de p21-GTP peut s'exptiquer au moins en 
partie par Faction d'une proteine jouant un role analogue a celui d'un recepteur pour 
les proteines G de transduction. A cet egard, certaines proteines capables de 
proinouvoir Fechange du GDP sur les proteines P 21 ont ete identifiees, a partir de 
cerveau de boeuf [West et coll., FEES Lett. 252 (1990) 245] et de rat [Wolfman et 
Macara, Science^ (1990) 67]. La localisation ceUulaire distincte de ces facteurs et 
les conditions expenmentales ties oifferemes dans lesquelles ils ont ete obtenus 
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laissent supposer qu'il s"agit de proteines differentes. Elles sont aussi actives sur les 
proteines ras nonnales que sur celles qui sont cmcogeniques. Ces activity soot 
regroupees sous ie terme de GEF : Factenr d'Echanga dm m^is^ es Gnamdiques, 



ouGRF. 



Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, l'activite GRF a ete attribuee au 
ptoduft du gene CDC25 [Camonis et aL, EMBO J. 5 (1986) 375]> et des etudes ont 
ete nfalisees afin de comprendre la voie de signaHsanon foisant mtervenir le prodnit 



levure Saccharomyces cerevisiae. Ea particulier, de nomhreux travaux ont ete 

10 focaKsessurkcatactecisat^ 

mal connu de cette chaine. Le produit du gene CDC25 constitue l'element Ie plus en 
amcnt de la cascade de reactions conduisant a l'activation de la p21 chez la levure. 
Les travaux realises dans ce domaine ont contribue a demonrrer que Ie prodnit de ce 
gene devait agir comme facteur d'echange GDP ->GTP twuractiverles proteines ras. 

15 Un second gene de la levure S.cerevisiae. SDC25, structureilement tres vcdsin de 
CDC25, a ete isole et Caractense. Le domain© actif de SDC25 semble etre un racteur 
d'echange capable <fagir in vbro et in vivo sur les {sotemes ias. Ce domaine cdosti^ 
le premier crmstfhiant rarJ&rniafr* dcue fa gctrritL 

Tees recernment, une proteuje de type GRF a ete ffgai«»m»nt mise en 
20 evidence chez la souris [Vanoni et Martegani, J. Cell. Bioch. SnppL16B (1992) 220]. 

Toutefois, jusqu'a aanourdnuL aucune acfivite GRF n'a ete isolee et 
caracterisee chez I'homme. La presente invention resurte preasement de la 
demonstration par la detnanderesse de rexistence dun racteur hnmain d'echange du 
GDP. La presente mvention resuhe pfus particuliererrtent de fidentification, de 
25 risolement et de la Catacjerisation de peptides et de sequences mxdeotidiques 
(Torigme humaine, dengues hGRF et hSOS. capabfcs de modukr 1'etat cTactrvation 
des proteines p2L 

Un premier aspect de Finvention consiste done en des peptides utilisables 
pharmacentiq ueme m . Phis particutieremexrt, un objet de finvention reside dans des 
30 peptides capables de moduler les niveaux d'echange du GDP sur des complexes p21- 
GDP. fl est enlendu qjie p21 designe tout 
cnioncogeirique. 
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Plus particulierement, les peptides de l'inventkm sent choisis parmi tout ou 
partiedes sequences SEQ ID n° 2, 3,4,6ou8oud l imderiv6deceUes-ci. 

Au sens de la presente invention, le tenne derive designe toute molecule 
obtemte par modification de nature genetique et/ou chimique de ces sequences et 
conservaml'activiteiBcherchee.Parn^ 

on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification 
dW ou phtsieurs residus. De tela derives peuvent etre generes dans des bats 
differents, tels que notamment cehu rfaugmenter l'affinite du peptide pour son she 
tfinteraction, celui d'ameliorer ses niveaux de production, cehn d'augmenter sa 
resistance a des proteases, celui d'augmenter son efficache tfaerapeutique ou de 
r&mire ses effets secondaires, ou celui de lui conferer de nouvelles proprietes 
pharmacocmeuques et/ou biologiques. 

Dans un mode particulier de Mnvention, les peptides de Fmvention sont des 
peptides capables de stinmler rechange du GDP sur le complexe p21-GDP. 

Dans un autre mode particulier de Fmventian, les peptides de I'invemion sont 
des peptides capables deralen& 

GDP. De tels peptides sont preferentiellement des peptides capables d'antagoniser 
I'interaction du facteur d'echange du GDP avec le complexe p21-GDP. U pent done 
^ agir de fragments des sequences indiquees ci-dessus ou de derives de celles-cL De 
tels fragments peuvent etre generes de differentes facons. En particulier, ils peuvent 
etre synthetases par voie cWmiqw, sur la base des sequences 

demande. enutilisant les synthetiseurs peptidiques comms de rhomme du metier. lis 
peuvent egalement etre synthefrses par voie genetique, par expression dans un bote 
celbilaire dune sequence nudeotidique codant pour le peptide recherche. Dans ce 
25 cas, la sequence nuclec4idique petit etre preparee chmtiquement en utilisant un 
synthetiseur dohgonudeotides, sur la base de la sequence peptidique donnee dans la 
presente demande et du code genetique. La sequence nucleotidique peut egalement 
etre preparee a partir des sequences donnees dans la presente dexnande (SEQ ID n° 1, 
5 et 7), par coupures enzymatiques, ligature, clonage, etc, sekm les techniques 
connues de lliomme du metier, ou par criblage de banques d'ADN avec des sondes 
elaborees a partir de ces sequences. Par ailleurs, les peptides de rinvention capables 
de ralentir ou d^nhiber l'echange du GDP sur le complexe p21-GDP peuvent 
egalement etre des peptides ayant une sequence correspondant au site d'interaction du 
facteur d'echange sur le complexe p21-GDP. 
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Un autre objet de finvention reside dans des anticorps ou fragment* 
tfanticorps polyclonaux ou monockmanx diriges centre un peptide tel que d&fitn. 
ci-avanL De tels anticorps peuvent etre generes par des mgtotes connues de 
rhomme du metier, compte temi des enseignements donnes dans la presente 
5 demande. particulier, ces a ntico rps : peuvent are prepares par immunisation d*tm 
animal centre im peptide de Finvention, prelevement da sang, et isolement des 
anlicarp&CesantiOQipg 

se&m Ies techniques commes de rhomme derart 

Pins prefferentfellement, les anticorp s on fragments cf anticorps de I'mvention 
10 piesement la capacite dSnhiber an moms partietlement linteraetion du facteur 
tf echange avec le complexe p21-GDP. Us peuvent ainsi ette utilises pour reguler 
Fetat d'activation du produit des genes ras. 

Par ailleurs, ces anticorps peuvent egalement etre utilises pour detecter et/ou 
doser Ie facteur rfechange du GDP humain dans des echantillons biologiques , et de ce 
15 fait, pour rensergner sur 1'etet cfactivatipn du produit des genes ras. 

La prfeente invention permet done de g§n£rer des. peptides derives des 
sequences SEQ ID n° 2-4, 6 et 8 f ainsi que des anticorps dirigfes contre ces peptides* 
prfe en t a n t des propriftes biologiques interessantes en vue dtae utilisation 
ph a rma ce ut ique. L*activit§ bidtogique des difiKrents peptides et anticorps de 

20 rinventfcm sur Fechange du GDP peut €tre evaluee de differentes fa^on ainsi 
qu , illustre dans Ies exempted 

. ^invention foumit egalement des composes non peptidiques ou non exclu- 
srvement peptidiqoes utiBsabfes pftarmaceutiquemeat, n est en effet possible, a partir 
des motifs proteiques actifs decrits dans la pcesente demande, de realiser des 

25 molecules inhibitrices de la voie de signalisation dependante des proteines ras non 
excinsivement peptidiques et compatibles avec une utilisation pharmaceutique. A cet 
egard, Fmventira concerae rutflisatiop cftm polypeptide de Finvention tel que decrit 
ci-avant poor la preparation de moificuks non-peptidiques r ou non exchsivement - 
pep tid iq ue s , actives pharmacologiquement sur les niveaux d'Schange du GDP, par 

30 determination des elements structuraux de ce polypeptide qui sont importants pour 
son actrvite et reproduction de ces elements par des structures non-peptidiques ou 
non exciustvement peptidiques. Uinventim a aussr pour objet des compositions 
pharmaceutiques comprenant une ou plusieurs molecules ainsi preparees. 
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La presente invention a egalement poor objet toute sequence d'acide 
nucleique codant pour im polypeptide tel que defini ci-dessus. Plus preferentiel- 
lement, a s"agit d'une sequence choisie parmi : 

(a) tout ou parte des sequences SEQ ED n° 1, 5 ou 7 ou de leur brin 
5 cornplementaire, 

(b) toute sequence hybridant avec une sequence. (a) et codant pour un 
polypeptide selon rinvention, et 

(c) leg sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

10 Les differentes sequences nudeotidiques de l'mvention peuvent ens 

d'origine artifidelle ou non. II peut s*agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, 
de sequences hybrides ou de sequences synmetiques ou senu-synthetiques. Ces 
sequences peuvent etre obtenues par exemple par criblage de banques d'ADN (banque 
d'ADNc, banque d'ADN genonrique) an moyen de sondes elaborees sur la base des 

15 sequences SEQ ID n° 1, 5 ou 7. De telles banques peuvent fitre preparees a nartir de 
cellules de difrerentes engines par des techniques classiques de biologie nraleculaires 
coanues de lTiomme du metier. Les sequences TmeleoHdiques de 1'invention peuvent 
egalement etre preparees par synthese chimique, notamment selon la n^hode des 
phosphcramidites, ou encore par des metbodes mixtes inchumt la .modification 

20 chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. 

Ces sequences mBdebtidiqnes selon l'mvention sont utilisables dans le 
domaine phannaceutique, soit pour la production in vitro des peptides de rmventioa, 
soit pour la realisation de se q uences antisens ou pour la production des peptides de 
l'mvention dans le cadre d'une tberapie genique, soit encore pour la detection et le 
25 diagnostic, par des esoperiences d"hybri^iation, de rexpression ou d'une sureaqxession 
dun facteur d'echange du GDP amplifie, mute ou rearrange dans des echantflkns 
biologiques ou pour risolement de sequences homologues a partir rfautres sources 
celhilaires. 

Pour la production des peptides de 1'invention, les sequences nucleiques 
30 definies ci-dessus sont generalement placees sous le controle de signaux permettant 
leur expression dans un note cellulaire. Le choix de ces signaux (promoteurs, 
ternmuteurs, sequence "leader" de secretion, etc) peut varier en fonction de l"hote 
cellulaire utiUse. Preferentiellement, ces sequences nucleotidiques de 1'invention font 
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partie dta vecteur, qui petit etrei replication autosome ou integrant Pins particulie- 
retnent, des vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des 
sequences a replication autonome chez Fhdte choisL S'agissant des vecteurs 
tntegratifs, ceux-o peuvent etre prfcparfc par example en utilisant des sequences 
5 homoldgues a certaines regions du gfiaome de fhdte; permettam, par recombinaisan * 
homologue, rintegration du vecteur. 

Les holes celhilaires utilisables pout la production des peptides de 
fittventioa sont atisst Ken des hotes eucaryotes que procaryotes. Parmi les hotes 
eucaryotes qui convfennent, on peat citer les cellules animates, les levures, on les 

ID champignans/EapartiMlie^^ 

Saccharomyces, Khsyveromyces, Pichia, Schwanniomyees, ou Hansemdd S'agissant . 
de cellules animates, on peut citer les cellules COS, CHO, 027, etc Parmi les 
c h a mpignon s, on peut citer plus particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma 
ssp. Comme botes procaryotes, on prefere utiliser les bact&ies suivantes Kcpli, 

15 Bacillus, ou Streptomyces. 

Les sequences d'acides imclgques selon invention peuvent Element servir 
a la realisation cf oKgnrmrffimictes anfeens on tfantfeens gfrretignes ntilisabtes comme 
agents phannaceutiques. L'mWWtfon de rexpeession de certains oncogenes par des 
sequences antisens sfest averee Site itne strategic utOe dans la comprehension du role 
20 de ces oncogenes et une voie partfcuKerement prometteuse dans la realisation dhm 
traitement antkancereux. Les sGquences antisens sont des oligonucleotides de petite 
taaie, complementaire du brin codant dto g&ne donne, et de ce fait capables 
Jlytaiderq)§cifiquen 

^invention a ainsi pour objet les sequences antisens capables tfinhiber au moins 
25 partidtement la production de peptides stimulant rechange du GDP sur des 
complexes p21-GDP, De tefles sequences peuvent are constituees par tout ou parrie 
. des sequences TmrJfiqnesdefi^ 

fragments de sequences conqriementaires de sequences codant pour des peptides 
stimulant F&hange du GDP, De tels oligonucleotides peuvent etre obtemis a partir 
30 des sequences SEQ IDn 0 1, Sou 7, par fragmentation, etc. ou par synthase chimique. 

Detelles sequences peuvent ^utilisees dans fe * 
trans6ert et repression in vivo de sequences antisens. ou de peptides capables de 
moduler les niveaux d'&hanges du GDP sur te^proteines ras. A cet egard, les % 
sequences peuvent etre incorporees dans des vecteurs, notamment d'origine virale. 
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L'invention ooncerne egalement, comme «^[w>ncw nudeotidiques, les 
sondes nucleotidiques, synthetiques on nan. capables de sTiydrider ave^ fes s^nom^ 
micleotidiques definies ci-avant qui cedent poor un peptide de l'invention, ou avec 
I'ARNm correspondanL De telles sondes peuvent etre utilisees in vitro comme outil 
5 de diagnostic, pour la detection de l'expression du facteur (fechange du GDP, ou 
encore pour la raise en evidence d'anomalks genetiques (mauvais epissage, 
porymorphisme, mutations ponctueUes, etc). De telles sondes doivent etre 
prealablement marquees, et pour cela differentes techniques sont connues de l*homme 
du metier. Les conditions d'hybridation dans lesquelles ces sondes peuvent etre 
10 utilisees sont les conditions nnrmales de stringence (voir notamment les techniques 
generates de clanage d-apres ainsi que les exemples).- Ces sondes peuvent egalement 
etre utilisees pour la raise en evidence et l'isolement de sequences d'acides nucleiques 
homologues codant pour un peptide de l'invention, a partir d'autres sources 
cellulaires, ainsi qu'illustre dans les exemples. 

15 L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 

comprenant comme principe actif au moins un peptide tel que defini ci-avant 

EDe a aussi pour objet toute co m pos iti on pharmaceutique comprenant 
comme principe actif au moms un amkorps etfoa un fragment d'anticorps tel que 
dlfini ci-avant, ainsi que toute composition pharmacentique ^mpn^^t comme 

20 principe actif au moins une sequence nucleotidique telle que deiinie ci-avant 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps et sequence nucleotidique dermis ci-avant sont 
assodes entre-eux ou avec d'autres prindpes actifs. 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent etre utilisees 

25 pourmodulerracthratk»desp 

de certains types celhuaires. Phis particuherement, ces compositions pharmaceutiques 
sont destinees au traitement de cancers. De nomhreux cancers out en effet ete 
assodes a la presence de proteines ras onmgeniqnes. Parmi tes cancers renfermant le 
phis souvent des genes ras mutes, on peut cher notamment les aderiocarcinomes du 

30 pancreas, dont 90 % ont un oncogene Ki-ras mute sur le douzieme codon [Alrnoguera 
et coll., Cell & (1988) 549], les adenocarcmomes du colon et les cancers de la 
thyroide (50%), ou les carcinomes du poumon et les Ieucemies myeloides [30%, 
Bos, J.L. Cancer Res. 42 (1989) 4682). 



WO 93/21314 



PCT/FR93/00382 



8 

L'invenlion a encore pour ofajet hitilfcation des molecules decrites cx-avant 
pour moduler l'acttvit£ des proteines p21. En particulier, Invention conceme 
FutflisatiQtt de ces molecules pour inhiber au morns partiellement 1'activation des 
protemesp2L 

5 L'inventjon foumit 6galement un proc&te de detection de Texpression et/ou 

tfune surexpresston tfun gfcne ras dads un 6chantillon biologiqua, Un tel procede 
com^tud par exemple la mise en contact dHm tel echantillan avec un anticorps ou 
fragment cfanticorps sdon Finventkm, la nSv&ation des complexes antigene- 
anticorps, et la comparaison des resultats obtemis avec uu 6chantilIon standard. Dans 
10 untel procede, Fantfeorp s peut ette en suspenskm ou pr§alablement immobilise sur 
un support Ce procede peut Statement comprenrire la miss en cnntar* rfe IV^h^Hii™ 
avec une sonde nucltotidique selon Finvention, la mise en evidence des hybrides 
Obtemis, et la comparaison avecceux obtenus dans le cas d*tm gchantfllon standard 

La presente invention peut eire utflisee dans Ie domaine therapeutique : les 
15 peptides, anticotps et sequences nucl&tidiques de ('invention &ant enables de 
moduler Tactivite des genes ras, ils pennettent en effet cfmtervenir dans le processus 
de developpement des cancers- Ainsi qu'fflnstre dans les exemples, les sequences 
nadeotidiqnesdelinventim 

de complementer la thermosensibilite de Ievures partant une mutation cdc25, Elles 
20 pennettent € galement d'exprimer des peptides capables de suppdmer tn» mutation 
dominante RASZts, deflaontrant une competition avec le produit normal ^expression 
du gene CDC25 pour Kntenic^ av<* te 

etre ntilisfee dans le domaine du diagnostic et du typage de cancers : les anticotps et 
sondes nudiotkiiques 

25 dans lesqnds un gSne tag est impBque amaa que le diagnostic de cancers lies a la 
surexpcesamd^g^rasnoanalquoncc^&niqt^ 

D*autres avantages de la presente invention apparaitrtmt a la lecture des 
exemplesquisuivent,qmdctfvett^ 

Legended^ figr^ 

30 Figure 1 rTest de transactivation : Cette figure presente en ordonnee les niveaux 
d t activiteCAT(%parrq)|x« recombinantes, en 
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Figure 2 : Test d'activite rf&hange du GTP : Cette figure presente en ordonnee le 
rapport des formes p21-GDP/p21-GTP des souches CHO recombinantes, en fonction 
de la sequence d'ADNcimlisee pour la transformation. 

Figure 3 : Test d'activite d'echange du GDP in vitro : Cette figure montre, en fonction 
du temps et pour 2 concentrations dun peptide de Hnvention, la diminution de la 
proportion de GDP rstant lie a la proteine p21. 

Techniques Penmle* A*^^ 

Les methodes c la s aquement utflisees en biologie moleculaire telles que ks 
extractions preparatives d'ADN plasrnidique, la centrifugation d'ADN plasrnidique en 
gradient de chlc^ de ceshim, rele^ 

purifrcation de fragments d'ADN par electrocution, les extractions de proteines au 
phenol ou an pbenol-chlorofarme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de I'isopropanol. la transformation dans Escherichia coli, etc. sont Wen 
15 connues de I*homme de metier et sent abondament decrites dans la btterature 
tManiatis T. et at, "Molecular Oonmg, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; AnsubeJ F.M. et aL (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction out ete fburnies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utiHsees 
selon les recomrnandations des foumisseurs. 

Lesplasnridesde type P BR322, pUC, Xgtll, pGEX 2T et les phages de la 
serie M13 sont d'origme commerciale 

Pour les tigatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
aectrophorese en gels d 'agarose ou tfacrylarnide, extraits an phenol ou par un 
melange phenoVcWorofame, preapites a l'ethanol puis incubes en presence de 
I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) sekm les recomrnandations du fbunnsseur. 

Le remplissage des eixtremrtes y proeminenies est effectue par le fragment de 
Kfcnow de I'ADN Polymerase I d'K coli (Biolabs) selon les specifications du 
foumisseur. La destruction des extrernites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilise© selon les recomrnandations du 
fabricant La destruction des extrernites 5' proeminentes est effectuee par un 
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La mutagenese dirigee in vitro par oligcxieoxvmideotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids. Res. 12 
(1985) 8749-8764} en utflisant le kit distribuepar Amersham. 

L'amplification emymanque de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [frlymerase-catalyzed Chain Enaction, Saiki ILK. et at. Science 230 (1985) 
1350-1354 ; Mullis KB. et Faloona FA., Metfa. Enzym. 155 (1987) 335-350} est 
effectuee en utflisant un "DNA thermal cycler* (Pedrin Elmer Cetus) selon les 
specifications dufabricant . 

La. verification des sequences nudeotidiques est effectuee par la methode 
developpeepar Sanger et aL tProc. NatL Acad. ScL USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utflisant le kit distribuS par Amersham. 

Pbur les experiences dhybottation, les condhlonsdestringencenoanalessont 
geheralement les suivantes t hybridation : 3 x SCC en presence de 5 x Deriharfs a 
65°C ; lavage : 0,5 x SSC a 65°C 

15 1. bplemftntfhr gene dn fncteiir hmnam riV^hatira d„ GDP fhflim 

5-10^ phages cTune banque de cervean humant constnrite dans le vecteur 
Xgtll [Skohrik et aL, Cell 6£ (1991) 83} oat ete entries selon les techniques decrites 
par Sambrook, Fritsch et Mamans (Molecular cloning ; Cold Spring Harbor 
Laboratory Press ; 1989). 
20 La sonde utflisee pour le crflriage de cette banque est un fragment tfADNc 

Ininuun de 137 paites bases maiq^ 

TADN total de la banque prechee en utflisant conune amorces fca oKgrmncleotides 
degeneres Survants ; 

-ATC CGT CAG GTA CAT CCC CAG GTA TGG CAC ACA 
25 T T T T T T 

A A. A A G A 

G G G 

pour roligonuclfeotide de 1'exfreniite 3* du fragment, et 

-GCA ATT TTT CGG CIT AAG AAG ACT TGG 
3» TC C AC A A C 

C A T G A 

G C A G 

pour roligonucleotide de I'extremite ^ du fragment. 



WO 93/21314 



PCT/FR93/00382 



11 

La sonde a ete marquee au ^ par "random priming" selon la technique de 
Feinberg et Vogelstein [Anal. Biochem. 121 (1984) 266], et la reaction de PCR a ete 
menee a 40°C environ dans les conditions accrues dans les techniques generates de 
clonage. 

5 Parmi les differents clones positifs obtenus par hybridation avec cette sonde, 

un comprend la totalite cfune phase ouverte qui porte l'activite d'echange vis-a-vis de 
Ha-Ras. 

Ce clone de Xgtll contient un ADNc de 3 Id) qui a ete introduit, sous forme 
dHm fragment EcoRL au site correspondent dun vecteur M13mpl8. Cet ADNc a 
10 ensuhe ete sequence a l'aide des amorces ccwnmerciales "reverse" et "-20" ainsi qu'a 
1'aide d'oligonudeotides spetifiques selon la technique de Sanger (Cf techniques 
generates de clonage). 

La sequence nucleotidique du gene du f acteur humain d'echange du GDP 
porte par te fragment ainsi obtenu est presentee sue la sequence SEQ ID n° 1, ainsi 
15 que les sequences peptidjquesdedmtes (SEQIDn 0 2.3et4). 

2J2reuaiation de sons fcagmenjs 

Differents di'arives on fragments du gene ainsi obtenu peuvent etre prepares 
et utilises, notamment pour l'expression de peptides de Knvention. En particulier, tes 
fragments smvants cut ete prepares par coupure enzymatique, et separes par 
20 electrocution : 

- un fragment Pstl-EcoRI comprenant une partie de la region codante du facteur 
d'echange (du nudeotide 936 jusqu'au codon stop) ainsi que la region 3' non codante 
du fragment, 

- un fragment EcoM-EcoRI comprena n t une partie de la region codante du facteur 
25 d'echange (du nucleotide 910 jusqu'au codon stop) ainsi que la region 3' non codante 

du fragment, 

- un fragment Eagl-EcoRI comprenant une partie de la region codante du facteur 
d'echange (du nucleotide 638 jusqu'au codon stop) ainsi que la region 3' non codante 
du fragment, 

30 - un fragment Ball-EcoRI comprenant une partie de la region codante du facteur 
d'echange (dujnicleotide 88 jusqu'au codon stop) ainsi que la region 3* non codante 
du fragment, et. 
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- tin fragment Nael-EcoRI eomprenant tine partie de la region codante du facteur 
cP&hange (du nucleotide 196 jtisqu'an codon stop) ainst que la region 3 l non codante 
du fragment, 

n est entendu que la region 3' non codanle portee par ces fragments est 
5 accesscrire et qu'elle peut &re aiminee, soit par digestion au mqyen dW nuclease, 
soit par coupure avec one enzyme ayant un site proche du codon stop, telle que 
notammentSniaLcicnrtleste 

H est entendu egalement que cfautres fragments petrvent etre prepares, tels 
que no tamment des fragments ne contenant pas la region codant pour la partie 
10 C-tenmnale entiere, ainsi que des dlrivfe de ces fragments, ofatenus par mutation, 
substitution, addition, ou modification denature dumique et/ou ggn&ique, 

3. CaractMsation hinlngjqv? 

Lesfonctionnalite^ 
15 -dans des ceQules mammSSre^ 
-danslalevure.&ccAara 

- in vitro sur la proteine Ha-Ras rtyytmhm^nt^ 

3.1. Pour Evaluation fonctionnelle dans les cellules mammif&es, Ies 
sequences cEADN codant pour des peptides de l'invention, tels que par exemple ceux 
20 dec^dansfcae^ 

SV40 tolevecteurpC^na dectft 

Dam cet exemple, fes fragments Pstl-EcoRI et EcoNI-EcoRI decrit dans 
Fexemple 2 ontete inseres dans cevecteur. * 

Les vecteurs ainsi obtenusonl etetestes par tiansfectioii tzan^ti^ dans des 
25 cellules CHO sekm le protocole decrit par Rey et aL [Oncogene £ (1991) 3471. 
Deux criteres tie fbnct^ 

- la capache des vecteurs a transactive un promoteur gouvemam I'expression d'un 
gene reporteur qui est id le gfcne bacterien codant pour la chloramphenicol acetyl 
transferase (geneCAU* 

30 - tear capadte a promouvoir la charge en GTP des proteines Ras des cellules CHO 

a) Pour les teste de transactivation, des cellules CHO a 50 % de confluence 
ont ete transfectees (voir par example le protocole decrit par Schweighoffer et aL 
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Science, In Press) dW part avec 0,5 ug d"un vecteur portant le gene CAT sous 
controle d'un promoteur synthefrque compose du promoteur murin du gene de la 
thymidine kinase et de 4 elements PEA1 repetes derives de I'enhancer du polyome 
iWasylyk et al., EMBO J. 2 (1988) 2475], et d'autre part avec 4,5 pg d'un vecteur 
d'expression portant, sous controle du promoteur precoce de SV40, aucun ADNc 
codant (piste 1), 1'ADNc de Ha-Ras normal (piste 2), 1'ADNc de Ha-Ras active en 12 
(Val 12) (piste 3), Texttemne 3* du cDNA de SDC25 decrite par Rey et al precitee 
(piste 4), et 1'ADNc codant poor un peptide selon Invention decrit ci-dessus (piste 5). 

Les resultats sont presentes sur la figure 1. La piste 1 correspondant a 
l'activation basale, la piste 3 (obtemte pour le fragment Pstl-EcoRI : CDC hum.) 
mootre que I'expression d'un peptide de rinvention pennet la transaction du 
promoteur synthetique utilise. 

Le mane resultat qualhatif a ete obtenu pour les autres fragments etudies. 

b) De facon a verifier que cette transactivation unpfique bien une charge 

ntideotidique des proteines ras des cellules CHO, les memes transfections transitoires 

ont ete realisees, le milieu de culture etant additionne d'octhophosphate marque au 
32p 

Ce protocole de marquage ainsi que celui de rimmuncprecipitation des 
protemes ras ceUulaires est decrit par Rey et al. precitee. Les resultats' obtenus sont 
pesentes sur la figure ^Ilsmcntrent que les peptu^ 

moduler les niveaux d'echange du GDP sur les proteines ras pmsque certains d'entre- 
eux (peptide CDC Hum. exprime par le fragment Pstl-EcoRI decrit ci-avant) sont 
capaWes de promouvoir la charge en OTP des proteines ras de cellules CHO 
ini n uu Kjptec ip itees par ranticorps Y 13>259. 

3^. Les. peptides de rinvention ont egalement ete testes frnctionnellement 
dans la tevure Zcerevisiae cdc25\ Pour ceto, ks vecteurs decrits precedemment 
(3.1.), qui sont des vecteurs navettes, ont ete introduhs dans la souche de levure 
OL97-1-11B [Camonis et Jacquet, Mol. Cell BioL fi (1988) 2980]. Les resultats 
obtenus montrent que les fragments d'ADNc selon rinvention cedent pour des • 
peptides qui sont capables de complementer le defaut de croissance de cette souche a 
36°C. Ces resultats montrent ainsi que ces fragments cedent pour des peptides 
fonctionnels in vivo dans S.cerevisiae. 
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33. La capacite des sequences d* ADN de finvention a coder pour des 
peptides capables de prumouvoir 1'echange du GDP sur des proteines Ha-Ras 
purifiees a egalement &e demontree in vitro selon le protocoie decrit par Rey et aL 
MoL CelL BioL 2 (1989) 3904]. 
5 Pour cela les sequences de Finventicm sont exprimees dans la souche dKcoli 

TGI sous forme de proteines de fusion avec la giutathion S-transferase (GST) selon 
la technique decrite par Smith et Johnson [Gene £L (1988) 31]. Pour cela, les 
difterenls frag ment s d'ADN deceits en 3.L ci-dessus out &e clones, sous frame de 
fragments Smal-EcoRI, dans le vecteur pGEX 2T (Pharmacia) > en 3' et en phase dhm 

10 ADNc codant pour la GST. Les fragments Smal-EcoRI scat obtems par ajout dW 
adaptateur au moyen cfune ligase. Les vecteurs afnsi obtenus sont ensuite utilises 
pour transformer la souche Ecoli TGL Les cellules ainst tnmsformSes sont 
precultivees une nuit A 37*0, d&iees au l/10e dans du milieu LB, *goutees dTPTG 
pour ihduire rexpression (2 heures, 25°C), puis euMvees 21 heures environ a 25°C 

15 Les cellules sont ensuite lysees,et les proteines de fusions prod^ 

affinity sur cokxrme Agarose-GSH. Pour cela, le lysat bacterien est incube en 
presence dugel (prepare et equffibrg avec le tamper de 1)^) pendant 15 minutes a 
4°C Apr&s 3 lavages avec un tanqjon Tris-HQ pH 7,4. les proteines sont ehiees en 
presence cftmtan^TrM 

20 recohe et centrifuge. 

Lactivile (fechange du GPP des peptides de invention sur des proteines 
Ha-Ras purifiees a ensuite ete demontree in vitro selon le protocoie decrit par Rey et * 
aL (MoL CelL KoL precitte). Les resuhats obtenus sont presentes sur la figure 3. Us 
mantrent notamment que le peptide de rinvention coccespondant 3 la sequence CDC 

25 hum exprimee pae le fragment Pstl-EcoRI decrit d-avant stimule Fechange du GDP. 

4- Mise en evidence de sequences homnlogiips 

Des sequences d r «Sdes nudaques h^ 
1 ont demises en evidence par deux strategies differentes : 

- par PGR, dans les conditions decrites dans lies techniques generates de ' 
30 clonage, sur des ADNc neosymhetisfe a partir d'ARNm de placenta, en utilisant 
comme amorces des oligonudeotides degeneres choisis pour recouvrir des sequences 
conserveesentre la sequence SEQIDn 0 iet la sequence de 1? proteine SOS [Bonfini 
et al r Sdence (1992) 603} * 
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- Par criblage dune banque d'ADNc de placenta a l'aide (fane sonde 
comstituee par la totalite de la sequence SEQ ID n°l marquee au 32 P. Ce criblage a 
«et6 realist dans des conditions de faible stringence : hybridation a 50°C en milieu 5 x 
SSC, 5 x Denhart's; puis lavage a 50°C en milieu 2 x SSC. 

Ces deux strategies ant pennis de reveler des sequences homologues a la 
sequence SEQ ID nl. Ces sequences peuvent etre aisement isolees et caracterisees. 
EUes co n st itu e nt des s eq u ences nucleiques au sens de la presente invention, 
lorsqu'elles codent (ou leurs fragments ou derives) pour des peptides capables de 
nioduler les niveaux d'echanges du GDP sur des complexes p21-GDP. 

En particulier, cette strategte a pennis l'identification, a partir d'ARNm de 
placenta et en utilisant les oligonucleotides oligo 2449 (SEQ ID n° 9) et oligo 2451 
(SEQ ID n° 10), de 2 ADNc codant pour des facteurs designes hSOSl et hSOS2, 
dont les sequences partielles sent representees sur les SEQ ID n° 5 et SEQ ID n° 7 
respectivernent. Les ARNm corresoondant a ces facteurs mnt p,*****, rf»,c «r«. 0 1^ 
tissus dans lesquels lis out ete recnerches, contratcement au facteur decrit dans 
l'exemple 1 qui semble localise uniqnement dans le cerveau. La localisation 
chromostxrnquedecesgenesaeteelfert^ 
-h-GRF: 15q2.4. 
-h-SOSl:4q2.1. 
-h-SOS2:14q2^. 

5. Rechertircftafacteiirsd'^^ 

Unanticorps anti h-GRF a ete prepare chez le lapin, par immunisation avec 
un antigene cccrespondant au fragment de 280 acides amines localise entre les residus 
211 et 489 du facteur b-GRF presente sur la SEQ ID n° 4. 

Cet anticorps a pennis la detection, par ELBA, dans du cortex humain et 
des cellules precurseur du cerveau, de proteines de rxrids mc4eculaires apparents 30, 
55, 75, 95 et 140 kDa. La diversity des poids moleculaires suggere la presence 
d'ADNc multiples. La preincubation de l'anticorps anti h-GRF avec le h-GRF 
supprime la detection des proteines identifiees, ce qui demontre la specificate du 
30 signal. 
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LISTE DE SEQUENCES 
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(1) INFORMATION GENERALB; 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOMr RHONE-POBLEKC RORER S-A. 

(B) HOE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VTLTiKi ANTONY 
W (E) PAYS: FRANCE 

(F> CODE POSTAL: 92165 



(if) TITRE DE L r INVENTION: PEPTIDES INHIBANT I. 'A CTIVI T Y DES 
PROTEINES RAS, PREPARATION ET UTILISATION 

(ill) NOMBRE DE SEQUENCE: 10 



Uv) FORME LTSIBLE PAR ORDINATEOR: 
(A) TYPE DE SUPPORTi Tape 
20 (B) ORDINATEDR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D f EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOCTCXELr Patentln fielease #1.0 r Version #1.25 (OEB) 

25 (2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO^ 1 1 

(i) CARACTER ISTIQ UES DE LA SEQUENCE? 

(A) LONGUEUR: 2652. paires de bases 

(B) TYPEr adds nucleque 

3D (O NO MBRE DE BRINS: double 

(D> CONFIGORATIOH: Uriel re 

(ii) *YPB DE MOLECULE: ADNc 

35 (ill) HYPOTHETIQDEr HON 

(ill) ANTI-SENS: HQH 

40 (ix) CARACTERISTIQDE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

<B) EMPLACEMENT: L.2445 

(ix) CARACTERISTIOUK ATXOTIONELLE: - 
45 (A) NOM/CLEr CDS 

(B) EMPLACEMENT: 445.. 2445 (SEQ ID NO 3) 

(ix) C A R ACTKK ESTJQDB ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE r CDS 
50 (B) EMPLACEMENT: 976^2445 (SEQ ID NO 4) 

(xi> DESCRI P TION DE LA SEQUENCE: SEQ IP NO: .1: 

55. GGC GAT GGC TGT AAG ATC CTC CTG GAC ACC ABC CAG ACC TTT GTG AGA 48 
Gly Asp Gly Cys Lys He Leu Leu Asp Thr Ser Gin Thr Phe Val Anx 
1 / 5 10 15 

CAA GGT TCC CTC ATT CAG GTG CCC ATG TCT GAA AAG GGC AAG ATC ACC 96 
Gin Gly Ser Leu He Gin Val Pro Met Ser Glu Lys Gly Lys lie Thr 
20 25 30 



AGG GGG CGC CTG GGG TCT CTC TCC CTA. AAG AAA GAG GGC GAG CGA CAG 
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Arg Gly Arg Leu Gly Ser Leu Ser Leu Lys Lys Glu Gly Glu Arg Gin 
J5 40 45 

^ ^ CTG TO TCT AAG CAT CTG ATT ATC TGT ACC AGA GGC TOT GGA 
Cys Phe Leu Phe Ser Lys His Leu lie lie Cys Thr Arg Gly Ser Gly 

55 50 

GGG AAG CTT CAC TTG ACC AAG AAT GGA GTC ATA TCC CTC ATT GAC TGC 
Gly Lys Leu His Leu Thr Lys Asn Gly Val lie Ser Leu lie Asp Cys 
65 70 75 80 

ACT TTA TTG GAG GAG CCA GAA AGC ACG GAG GAG GAA GCC AAA GGA TCC 
Thr Leu Leu Glu Glu Pro Glu Ser Thr Glu Glu Glu Ala Lys Gly Ser 
85 90 * 95 

^^^^^ ttC ™^ m ^ A rcGGGGTGGAGCCAAAG 
Gly Gin Asp lie Asp His Leu Asp Phe Lys He Gly Val Glu Pro Lys 

100 105 no 

20 2£ £5 S? 3 °£ C £P ACA 610 ATC 616 6CC TCG TCC AGA CAG GAG 
Asp Ser Pro Pro Phe Thr Val lie Leu Val Ala Ser Ser Arg Gin Glu 
115 120 125 
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^ ^ G ^ ^ C AGT ^ ATC AGC CAG TOT GTT GOT AAC ATC CGA 
Lys Ala Ala Trp Thr Ser Asp lie Ser Gin Cys Val Gly Asn lie Arg 

"c\r^. r^* CTC ATG ATG AAG CCA TTT GAA GAA AAT TCC AAG GTC ACT 

Cys Asn Gly Leu Met Met Lys Pro Phe Glu Glu Asn Ser Lys Val Thr 
145 1 50 155 160 

S ^ ^ ^ ^ ^ TCC ^ ^ ^ CTA TAT ^ ^ GAT GTT 
Val Pro Gin Met lie Lys Ser Asp Ala Ser Leu Tyr Cys Asp Asp Val 
165 170 175 

GAC ATT CGC TTC AGC AAA ACC ATG AAC TCC TGC AAA GTG CTG CAG ATC 
Asp He Arg Phe Ser Lys Thr Met Asn Ser Cys Lys Val Leu Gin lie 
180 185 190 

i??^ GTG GAG CGG CTG CTG GAG AGG CTG ACG GAC CTG CGC 

Ala Tyr Ala Ser val Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu Thr Asp LeS Arg 
195 . 200 205 

TTC CTG AGC ATC GAC TTC CTC AAC ACC TTC CTG CAC TCC TAC CGC GTT 
45 Phe Leu Ser He Asp Phe Leu Asn Thr pL Leu His Ser Ty^ vS 
* ,u 215 220 

^^^^^^^^^A^C^ATTAOTATCTACAAG 
Phe Thr Thr Ala He Val Val Leu Asp Lys Leu lie Thr He Tyr lys 
ia 230 235 240 

AAG CCT ATC ACT GCC ATT COT GCC AGG TCG CTG GAG CTC CTG TTT GCC 
Lys Pro He Ser Ala He Pro Ala Arg Ser Leu Glu Leu Leu Phe Ala 
245 250 255 

Ser GTv f*^n AA ^ AAT AAG CTC CTG TAC GGT GAA CCC CCC AAG TCC CCG 
Ser Gly Gin Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Gly Glu Pro Pro Lys Ser Pro 
260 265 270 

CGC GCC ACC CGC AAG TTC TCC TCG CCG CCA CCT CTG TCC ATC ACC AAC 
Arg Ala Thr Arg Lys Phe Ser Ser Pro Pro Pro Leu Ser J£ its 
275 280 285 
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ACA TCG TCA CCG AGC CGC CGG CGG AAG CTC TCC CTG AAC ATC CCC ATC 912 
^ ^ ^ Arg Lys Leu Ser Leu Asn lie Pro lie 

290 295 300 

5 ^ ACT GGC GGC AAG GCC CTG GAC CTG GCC GCC CTC AGC TGC AAC TCC 
lie Thr Gly Gly Lys Ala Leu Asp Leu Ala Ala Leu Ser Cys Asn Ser 
305 310 315 320 

AAT GGC TAC ACC AGC ATG TAC TCG GCC ATC TCA CCC TIC AGC AAG GCC 1008 
10 ASn Gly Tyr Thr Ser Met Tyr Ser Ala Met Ser pro Phe Ser Lys Ala 

325 330 335 

ACG CTG GAC ACC AGC AAG CTC TAT GTG TCC AGC AGC TTC ACC AAC AAG 
Thr Leu Asp Thr Ser Lys Leu Tyr Val Ser Ser Ser Phe Thr Asn Lys 
15 340 345 350 
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ATT CCA GAT GAG GGC GAT ACG ACC CCT GAG AAG CCC GAA GAC CCT TCA 1104 
lie Pro Asp Glu Gly Asp Thr Thr Pro Glu Lys Pro Glu Asp Pro Ser 
355 360 365 

GCG CTC AGC AAG CAG AGC TCA GAA GTC TCC ATG AGA GAG GAG TCA GAT 1152 
5:- Ser Lys Glu Ser Set Glu Val Ser Met Arg Glu Glu Ser Asp 
370 375 380 

25 ATT GAT CAA AAC CAG ACT GAT GAT GCT GAT ACT GAA ACA TCA CCA ACT 1200 
lie Asp Glu Asn Gin Ser Asp Asp Gly Asp Thr Glu Thr Ser Pro Thr 
385 390 395 400 

AAA TCT CCA ACA ACA CCC AAA TCA GTC AAA AAC AAA AAT TCT TCA GAG 1248 
J0 tys *=o Thr Thr. Pro Lys Ser Val Lys Asn Lys Asn Sex Ser Glu 

405 410 415 

2^ tCC TAT AAC AAT GGA GTC GTC ATG ACC TCC TGT CGT 1296 

Phe Pro Leu Phe Ser Tyr Asn Asn Gly Val Val Met Thr Ser Cvs Ara 
35 420 425 430 

GAA CTG GAC AAT AAC CGC ACT GCC TTG TCG GCC GCC TCT GCC TTT GCC 1344 
Glu Leu Asp Asn Asn Arg Ser Ala Leu Ser Ala Ala Ser Ala Phe Ala 
40 435 WO 445 

ATAGCAACCGCCGGGGCCAACGAGGGCACC CCA AAC AAG GAG AAG TAC 1392 
Ala. Thr Ala Gly Ala Asn Glu Gly, Thr Pro Asn Lys Glu Lys Tyr 
450 455 460 

45 CGG AGG ATG TCC TTA GCC ACT GCA GGG TTT CCC CCA GAC' CAG AGG AAT 1440 

Arg Arg Met Ser Leu Ala Ser Ala Gly Phe Pro pro Asp Gin Arg Asn 
. 465 470 * 48Q 

GGA GAC AAG GAG TTT GTG ATC CGC AGA GCA GCC ACC AAT CGT GTC TTG 1488 

Gly Asp Lys Glu Phe Val lie Arg Arg Ala Ala Thr Asn Arg Val Leu 
485 490 . 495 

AAC GTG CTC CGC CAC TGG GTG TCC AAG CAC TCT CAG GAC TTT GAG ACC 1536 
Asn Val Leu Arg His Trp Val Ser Lys His Ser Gin Asp Phe Glu Thr 
55 500 505 510 



AAC GAT GAG CTC AAA TGC AAG GTG ATC GGC TTC CTG GAA GAA GTC ATG 1584 
Asn Asp Glu Leu Lys Cys Lys Val lie Gly Phe Leu Glu Glu Val Met 
51 5 .520 525 

CAC GAC CCG GAG CTC CTG ACC CAG GAG CGG AAG GCT GCA GCC AAC ATC 1632 
£i£ Glu ^ Leu Thr Gin Glu Arg Lys Ala Ala Ala Asn lie 
530 535 540 
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iS GAG SAC CCA GOT 6AC AAC CAG ATC ACG CTG 1680 

lie Arg Thr Leu Thr Gin Glu Asp Pro Gly Asp Asn Gin lie Thr Leu 
545 550 555 560 

GAG GAG ATC ACG CAG ATG GCT GAA GGC GTG AAG GCT GAG CCC TTT GAA 177ft 
Glu Glu lie Thr Gin Met Ala Glu Gly Val Lys Ala Glu So Pto S 28 
565 570 575 

AAC CAC TCA GCC CTG GAG ATC GCG GAG CAG CTG ACC CTG CTA GAT CAC 1776 
Asn His Ser Ala Leu Glu lie Ala Glu Gin Leu Thr Leu Leu Asp His 
580 585 590 

Leu^^?^^ G ^ OT ^^^raTTCGGACAA<a»TGG 1824 
Leu Val Phe Lys Lys lie Pro Tyr Glu Glu Phe Phe Gly Gin Gly Trp 
595 600 605 



S ^ ^ ^ ^ G ^ T ^ ^ ACC CCT ^ ATC AT G AAA ACC ACT 1072 
20 £?n Glu ^ Asn Glu Arg Thr Pro Tyr He Met Lys Thr Thr 

• 610 . 615 620 

Lys His Phe a^*" 5^ ATT GCT TCA GAA ATC ATC CGC 1920 

Lys His Phe Asn Asp lie Ser Asn Leu lie Ala Ser Glu He He Ara 

25 625 63 ° 635 640 

Aon /»^ G ATC AAC GCC AGG GTG AGC GCC ATC GAG AAG TGG "GTG GCC 1968 

Asn Glu Asp He Asn Ala Arg Val Ser Ala He Glu Lys Trp Val Ala 
645 650 655 



vSa^a^^^^^^^^^a^^ctactggag 

Val Ala Asp He Cys Arg Cys Leu His Asn Tyr Asn Ala Val Leu Glu 
660 665 670 



TGGCTCAAAGTCTCTAAGCAGACTAAAGCTTTC 
40 ^ elo 75 Ser Lys Gin Thr Lys Ala Leu He Asp Lys Leu Gin 



Lwc TCT GAG GGC AGA TTT AAG AAT CTC AGA GAA GCT TTG 

Lys Leu Val Ser Ser Glu Gly Arg Phe Lys Asn Leu Arg Glu Ala Leu 
45 710 715 720 



2?" GAC CCA CCC TGT GTC CCT TAC CTG GGG ATG TAC CTC ACC 
Lys Asn Cys Asp Pro Pro Cys Val Pro Tyr Leu Gly Met Tyr Leu Thr 
72 5 730 735 

A^^^^^^^^^^AATTACACGGAAGACGGC 
Asp Leu Ala Phe He Glu Glu Gly Thr Pro Asn Tyr Thr Glu Asp Gly 
740 745 750 Y 



T " - — *w mxx A'JLTJ CGA GAG 

Leu Val Asn Phe Ser Lys Met Arg Met He Ser His He He Arg Glu 
755 760 765 - 

ATT CGC CAG TTT CAA CAA ACT GCC TAC AAA ATA GAG CAC CAA GCA AAG 
60 Gln ?he Gln Gin Thr Ala Tyr Lys He Glu His Gin Ala Lys 

"° 775 780 



TAT TTA CTG GAC CAA TCT TTT GTA ATG GAT GAA GAA AGC 
Val Thr Gln Tyr Leu Leu Asp Gln Ser Phe Val Met Asp Glu Glu Ser 



2016 



k ATC ACC TCG TCC ATG AAC CGC AGT GCA ATC TTC CGG CTC AAA AAG ACG 3>n#tA 
35 He Thr ser ser Ket Asn Arg Ser Ala He Phe Arg Leu Lys Lys Thr 
675 680 685 



2112 



2160 



2208 



2256 



55 SSSf^SS^ S^^^^^F^i? 1 ^ CGA GAG 2304 



2352 



2400 
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10 



15 



35 



40 



20 

7 35 790 795 800 

CTC TAG GAG TCT TCT CTC CGA ATA GAA CCA AAA CTC CCC ACC TGAAGCTGTG 2452 
Leu Tyr Glu Ser Ser Leu Arg He Glu Pro Lys Leu Pro Thr 

805 810 815 

CCCAGCCCAG ACCCAGCTGC TCCCGGGGAC ATGTGCTAGA TGATACTGTA CATAITCGTT 2512 

TGGTTTCACT GGATTTTCTT CTTCAGTATG TGCTTCTCCA AGAATACAAA TCGTCCTTGT 2572 

TCTTAGAITC CTGTAGAACC GGAATATGAA TTTCTGCACC GTTTCAGACT TCGCCCACCC 2632 

ATCCCTCCCC TCGCCCGAAT 2652 

(2) INFORM&IION POUR LA SEQ ID NO: 2r 



(i) CARACT RR1ST I0UES PS LA SEQUENCE:. 
(A) LONGUEUR: 814 acides ainlnS 
20 (B) yg pg; aclde amin& 

CD) CONFIGURATION: lin€ir& 

(ii) TYPE DE MOLECULE: protSne 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NQr 2: 

Gly Asp Gly Cys Lys lie Leu le*i Asp Thr Sfer Gin Thr Phe Val Arg 
1 5 10 15 

30 Gin Gly Ser Leu He Gin Val Pro Met Ser Glu Lys Gly Lys He Thr 
20 25 30 

Arg Gly Arg Leu Gly Ser Leu Ser Leu Lys Lys Glu Gly Glu Arg Gin 
35 40 . 45 

Cys Phe Leu Phe Ser Lys His Leu tie He Cys Thr Arg Gly Ser Gly 
SO 55 60 

Gly Lys Leu His Leu Thr Lys Asn Gly Val He Ser Leu He Asp Cys 
65 70 75 so 

Thr Leu Leu Glu Glu Pro Glu Ser Thr Glu Glu Glu Ala Lys Gly Ser 
85 90 95 

45 Gly Gin Asp He Asp* His Leu Asp Phe Lys He Gly Val' Glu Pro Lys 
100 105 HQ 

Asp Ser Pro Pro Phe Thr Val He Leu Val Ala Ser Ser Arg Gin Glu 
50 115 120 ?25 

Lys Ala Ala Trp Thr Ser Asp He Ser Gin Cys Val Gly Asn "He Aru 
130 135 140 

Cys Asn Gly Leu Met Met Lys Pro Phe Glu Glu Asn Ser Lys Val Thr 
55 1« 150 155 . 160 

Val Pro Gin Met He Lys Ser Asp Ala Ser Leu Tyr Cys Asp Asp Val 
165 170 175 

60 Asp He Arg Phe Ser Lys Thr Met Asn Ser Cys Lys Val Leu Gin He 
180 : 185 190 

Ala Tyr Ala Ser Val Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu Thr Asp Leu Arg 
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21 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



200 205 

PhB Ser Ila Asp Phe Leu Asn Thr Phe Leu His Ser Tyr Arg Val 

Phe Thr Thr Ala lie Val Val Leu Asp Lys Leu lie Thr He Tyr Lys 

"3 230 ~-- --- 



235 



240 



Lys Pro He Ser Ala He Pro Ala Arg Ser Leu Glu Leu Leu Phe Ala 
245 250 255 

Ser Gly Gin Asn Asn Lys Leu Leu Tyr Gly Glu Pro Pro Lys Ser Pro 
260 265 270 

Arg Ala Thr Arg Lys Phe Ser Ser Pro Pro Pro Leu Ser tie Thr Lys 
275 280 285 

^ 290 ^ 70:9 ~? Lys Leu Ser Asn He Pro He 



295 



300 



He Thr Gly Gly Lys Ala Leu Asp Leu Ala Ala Leu Ser Cys Asn Ser 



310 



315 



320 



Asn Gly Tyr Thr Ser -Met Tyr Ser Ala Met Ser Pro Phe Ser Lys Ala 
325 330 335 

Thr Leu Asp Thr Ser Lys Leu Tyr Val Ser Ser Ser Phe Thr Asn Lys 
340 345 350 

116 **° 355 617 ASp Tbr ™ ^ Glu Lys Pro Glu Asp Pro Ser 



360 



365 



Ala Leu Ser Lys Gin Ser Ser Glu Val Ser Met Arg Glu Glu Ser Asp 
370 375 380 

He Asp Gin Asn Gin Ser Asp Asp Gly Asp Thr Glu Thr Ser Pro Thr 
385 390 395 400 

Lys Ser Pro Thr Thr Pro Lys Ser Val Lys Asn Lys Asn Ser Ser Glu 
405 4 10 415 

Phe Pro Leu Phe Ser Tyr Asn Asn Gly Val Val Met Thr Ser Cys Aro 
*20 425 430 

Gin Leu Asp Asn Asn Arg Ser Ala Leu Ser Ala Ala Ser Ala Phe Ala 
435 440 445 

He Ala Thr Ala Gly Ala Asn Glu Gly Thr Pro Asn Lys Glu Lys Tyr 
450 455 460 

Arg Arg Met Ser Leu Ala Ser Ala Gly Phe Pro Pro Asp Gin Arg Asn 



470 



475 



.480 



Gly Asp Lys Glu Phe Val He Arg Arg Ala Ala Thr Asn Arg Val Leu 
485 495 

Asn Val Leu Arg His Trp Val Ser Lys His Ser Gin Asp Phe Glu Thr 
500 505 5 jo 

Asn Asp Glu Leu Lys Cys Lys Val He Gly Phe Leu Glu Glu Val Met 
515 520 525 

His Asp Pro Glu Leu Leu Thr Gin Glu Arg Lys Ala Ala Ala Asn He 
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530 535 540 

He Arg Thr Leu Tfcr Gin Glu Asp Pro Gly Asp Asn Gin lie Thr Leu 
5 545 ' 550 555 560 

Glu Glu He Thr Gin Met Ala Glu Gly Val Lys Ala Glu Pro Phe Glu 
565 570 . 575 

Asn His Ser Ala Leu Glu He Ala Glu Gin Leu Thr Leu Leu Asp His 
10 580 585 590 

Leu Val Phe Lys Lys He Pro Tyr Glu Glu Phe Phe Gly Gin Gly Trp 
595 600 605 

15 Met Lys Xeu Glu Lys Asn Glu Arg Thr Pro Tyr He Met Lys Thr Thr 
610 615 620. 

Lys His Phe Asn Asp He Ser Asn Leu He Ala Ser Glu He He Arg 
^ 625 G30 635 640 

Asn Glu Asp He Asn Ala Arg Val Ser Aia He Glu Lys Trp Val Ala 
645 650 655 

Val Ala Asp He Gys Arg Cys Leu His Asn Tyr Asn Ala Val Leu Glu 
25 660 - 665 670 

He Thr Ser Ser Met Asn Arg Ser Ala He Phe Arg Leu Lys Lys Thr 
675 680 £85 

30 Trp Leu Lys Val Ser iys Gin Thr Lys Ala Leu He Asp Lys Leu Gin 
«0 695 700 

Lys Leu Val Ser Ser Glu Gly Arg Phe Lys Asn Leu Arg Glu Ala Leu 
35 705 710 715 720 

Lys Asn Cys Asp Pro Pro Cys Val Pro Tyr Leu Gly Met Tyr Leu Thr 
725 730 735 

Asp Leu Ala Phe He Glu Glu Gly Thr Pro Asn Tyr Thr Glu Asp Glv 
40 740 745 750 

Leu Val Asn Phe Ser Xys Met Arg Met He Ser His He He Arg Glu 
7 55 760 765 

45 He Arg Gin phe Gin Gin Thr Ala Tyr Lys He Glu His' Gin Ala Lys 
770 775 780 

Val Thr Gin Tyr Leu Leu Asp Gin Ser Phe Val Met Asp Glu Glu Ser 
^ 78 * 790 795 800 

Leu Tyr Glu Ser Ser Leu Arg lie Glu Pro Lys Leu Pro Thr 
805 810. 

55 (2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NOr 3: 

(i) CABACT ERXST IQPES 0E LA SEQUENCE: 
(A) LONGO EflRt 666 acides am^na 
_ A CB) TYPE: acide amini 

60 (D) CONFIGURATION: linfeixe 

(11) TYPE DE MOLECULE- protene 
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(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Met Met Lys Pro Phe Glu Glu Asn Ser Lys Val Thr Val Pro Gin Met 
5 1 ■ 5 10 15 

lie Lys Ser Asp Ala Ser Leu Tyr Cys Asp Asp Val Asp lie Arg Phe 
20 25 30 

Ser Lys Thr Met Asn Ser Cys Lys Val Leu Gin lie Ala Tyr Ala Ser 
10 35 40 45 

Val Glu Arg Leu Leu Glu Arg Leu Thr Asp Leu Arg Phe Leu Ser lie 
50 55 60 

15 Asp Phe Leu Asn Thr Phe Leu His Ser Tyr Arg Val Phe Thr Thr Ala 
65 70 75 80 

lie Val Val Leu Asp Lys Leu He Thr He Tyr Lys Lys Pro He Ser 
20 85 9 0 95 

Ala He Pro Ala Arg Ser Leu Glu Leu Leu Phe Ala Ser Gly Gin Asn 
100 T05 na 

Asn Lys Leu Leu Tyr Gly Glu Pro Pro Lys Ser Pro Arg Ala Thr Arg 
25 115 120 125 

Lys Phe Ser Ser Pro Pro Pro Leu Ser He Thr Lys Thr Ser Ser Pro 
130 135 140 

30 Ser Arg Arg Arg Lys Leu Ser Leu Asn He Pro He He Thr Gly Gly 
145 150 155 160 

Lys Ala Leu Asp Leu Ala Ala Leu Ser Cys Asn Ser Asn Gly Tyr Thr 
165 170 175 

Ser Met Tyr Ser Ala Met Ser Pro Phe Ser Lys Ala Thr Leu Asp Thr 
180 185 190 

Ser Lys Leu Tyr Val Ser Ser Ser Phe Thr Asn Lys He Pro Asp Glu 
40 195 200 205 

Gly Asp Thr Thr Pro Glu Lys Pro Glu Asp Pro Ser Ala Leu Ser Lvs 
210 215 220 

45 Gin Ser Ser Glu Val Ser Met Arg Glu Glu Ser Asp He Asp Gin Asn 
225 230 235 240 

Gin Ser Asp Asp Gly Asp Thr Glu Thr Ser Pro Thr Lys Ser Pro Thr 
50 245 250 255 

Thr Pro Lys Ser Val Lys Asn Lys Asn Ser Ser Glu Phe Pro Leu Phe 
260 265 270 

Ser Tyr Asn Asn Gly Val Val. Met Thr Ser Cys Arg Glu Leu Asp Asn 
55 275 280 285 

Asn Arg Ser Ala Leu Ser Ala Ala Ser Ala Phe Ala He Ala Thr Ala 
290 295 300 

60 Gly Ala Asn Glu Gly Thr Pro Asn Lys Glu Lys Tyr Arg Arg Met Ser 
3 °5 310 315 320 

Leu Ala Ser Ala Gly Phe Pro Pro Asp Gin Arg Asn Gly Asp Lys Glu 



35 



24 



325 



330 



335 



Phe Val He Arg Arg Ala Ala Thr Asn Arg Val Leu Asn Val Leu Arg 
340 .345 350 

His Trp Val Ser Lys His Ser Gin Asp Phe Glu Thr Asn Asp Glu Leu 
355 360 . 365 

Lys Cys Lys Val He Gly Phe Leu Glu Glu Val Met His Asp Pro Glu 
370 375 . 380 

Leu Leu Tax Gin Glu Arg Lys Ala Ala Ala Asn He He Arg Thr Leu 
385 390 395 400 

Thr Glu Glu Asp Pro Gly Asp Asn Gin He Thr Leu dlu Glu He Thr 
405 410 415 

Gin Met Ala Glu Gly Val Lys Ala Glu Pro Phe Glu Asn His Ser .Ala 
420 425 * 430 

Leu Glu He Ala Glu Gin Leu Thr Leu Leu Asp His Leu Val Phe Lys 
435 440 445 

Lys He Pro Tyr Glu Glu Phe Phe Gly Gin Gly Trp Met Lys Leu Glu 
450 455 460 

Lys Asn Glu Arg Thr Pro Tyr He Met Lys Thr Thr Lys His Phe Asn 
4 *5 470 475. 480 

Asp He Ser Asn Leu He Ala Ser Glu He He Arg Asn Glu Asp He 
485 490 495 

Asn Ala Arg Val Ser Ala He Glu Lys Trp Val Ala Val Ala Asp He 
500 505 5T0 

Cys Arg Cys Leu His Asn Tyr/ Asn Ala Val Leu Glu XI e Thr Ser Ser 
515 520. . 525 

Met Asn Arg Ser Ala He Phe Arg Leu Lys Lys Thr Trp Leu Lvs Val 
530 535 540 

Ser Lys Gin Thr Lys Ala Leu He Asp Lys Leu Gin Lys Leu Val Ser 
545 550 555 560 

Ser Glu Gly Arg Phe* Lys Asn Leu Arg Glu Ala Leu Lys Ash Cys Asp 
565 570 575 

Pro Pro cys Val Pro Tyr Leu Gly Met Tyr Leu Thr Asp Leu Ala. Phe 
580 585 590 

He Glu Glu Gly Thr Pro Asn Tyr Thr Glu Asp Gly Leu Val Asn Phe 
595. 600 605 

Ser Lys Met Arg Met He Ser His He He Arg Glu He Arg Gin Phe 
610 . 615 620 

Gin Gin Thr Ala Tyr Lys He Glu His Gin Ala Lys Val Thr Gin Tyr 
«5 630 635 640 

Leu Leu Asp Gin Ser Phe Val Met Asp Glu Glu Ser Leu Tyr Glu Ser 
645 ' 650 655 

Ser Leu Arg He Glu Pro Lys Leu Pro Thr 



WO 93/21314 



PCI7FR93/00382 



10 



25 

660 665 

(2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACT ERIS TIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 489 acides anting 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: protene 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

15 Met Tyr Ser Ala Met Ser Pro Phe Ser Lys Ala Thr Leu Asp Thr Ser 
1 5 10 15 

Lys Leu Tyr Val Ser Ser Ser Phe Thr Asn Lys He Pro Asp t31u Gly 

20 2 0 25 30 

Asp Thr Thr Pro Glu Lys Pro Glu Asp Pro Ser Ala Leu Ser Lys Gin 
35 40 45 

Ser Ser Glu Val Ser Met Arg Glu Glu Ser Asp He Asp Gin Asn Gin 
DU 55 60 

Ser Asp Asp Gly Asp Thr Glu Thr Ser Pro Thr Lys Ser Pro Thr Thr 
65 7 ° 75 80 

30 pro Lys Ser VaX Lys Asn Lys Asn Ser Ser Glu Phe Pro Leu Phe Ser 

85 90 95 

Tyr Asn Asn Gly Val Val Met Thr Ser Cys Arg Glu Leu Asp Asn Asn 
35 100 105 no 

Arg Ser Ala Leu Ser Ala Ala ser Ala Phe Ala lie Ala Thr Ala Gly 
115 120 125 

40 tf o G1U Gly Thr Pr ° *?? "*» Glu L * s Tyr Arg Arg Met Ser Leu 

135 140 

Ala Ser Ala Gly Phe Pro Pro Asp Gin Arg Asn Gly Asp Lys Glu Phe 

150 155 16Q 

45 Val lie Arg Arg Ala Ala Thr Asn Arg Val Leu Asn Val Leu Arg His 

•*5 170 175 

Trp Val Ser Lys His Ser Gin Asp Phe Glu Thr Asn Asp Glu Leu Lys 
50 180 185 190 

Cys Lys Val n e Gly Phe Leu Glu Glu Val Met His Asp Pro Glu Leu 
195 200 205 

55 Gln 61u Lvs Ala Ala Asn He lie Arg Thr Leu Thr 

M *'° 215 220 

Gin Glu Asp Pro <31y Asp Asn Gin He Thr Leu Glu Glu He Thr Gin 
225 230 235 240 

60 Met Ala Glu Gly Val Lys Ala Glu Pro Phe Glu Asn His Ser Ala Leu 

245 250 255 

Glu He Ala Glu. Gin Leu Thr Leu Leu Asp His Leu Val Phe Lys Lys 
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260 265 270 

He Pro Tyr Glu Glu Phe Phe Gly Gin Gly Trp Met Lys Leu Glu Lys 
275 280 285 

5 

Ash Glu Arg Thr Pro Tyr He Met Lys Thr Thr Lys His Phe Asa. Asp 
290 295 300 

lie Ser Asn Leu lie Ala Ser Glu lie lie Arg Asn Glu Asp lie Asn 
N> 305 3W 315 320 

Aia Arg Val Ser Ala lie Glu Lys Trp Val Ala Val Ala Asp lie Cys 
325 330 335 

15 Arg Cys Leu His Asn Tyr Asn Ala Val Leu Glu lie Thr Ser Ser Met 
340 345 350 

Asn Arg Ser Ala lie Phe Arg Leu Lys Lys Thr Trp Leu Lys Val Ser 
355 360 365 

20 

. Lys Gin Thr Lys Ala Leu He Asp Lys Leu Gin Lys Leu Val Ser Ser 
370 375 380 

Glu Gly Arg Phe Lys Asn Leu Arg Glu Ala Leu Lys Asn Cys Asp Pro 
25 385 390 395 400 

Pro cys Val Pro Tyr Leu Gly Met Tyr Leu Thr Asp Leu Ala Phe He 
405 410 415 

30 Glu Glu Gly Thr Pro Asa Tyr Thr Glu Asp Gly Leu Val Asn Phe Ser 
420 425 430 

Lys Met Arg Met lie Sex His He He Arg Glu He Arg Gin Phe Gin 
435 440 445 

35 

Gin Thr Ala Tyr Lys He Glu His Gin Ala Lys Val a3rr Gin Tyr Leu 
450 455 460 

Leu Asp Gin Ser Phe Val Met Asp Glu Glu Ser Leu Tyr Glu Ser Ser 
40 465 470 475. 480 



45 



Leu Arg He Glu Pro Lys Leu Pro Thr 
485 



(2) INFORMATION POUR JA J5BQ 3D NO: 5: 



(i) CAR ACTBRTSUQPES BE XA SEQUENCE: 

(A) LOWe gtEORr 1092 pa ires de bases 
50 (B) tE rJbr a cifle nucleque 

(C) N0MBHE DE BRJNSz double 
CD) CONFIGURATION: linSire 



55 



60 



(ii) TXBE DE MOLECULE; ADNc 
(iii> HXPOTHETIQUE: NON 
(ill) ANTI-SENS: NON 



tix) CARACTERISTIQOE ADDIT±ONELLB; 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1092 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

ATT ACT AAA ATA ATC CAA AGG AAA AAA ATT GCA AGA GAC AAT GGA CCA 48 
lie Thr Lys He He Gin Arg Lys Lys He Ala Arg Asp Asn Gly Pro 
1 5 10 15 

GGT CAT AAT ATT ACA TTT CAG AGT TCA CCT CCC ACA GTT GAG TGG CAT 96 
Gly His Asn He Thr Phe Gin Ser Ser Pro Pro Thr Val Glu Trp His 
20 25 30 

ATA AGC AGA CCT GGG CAC ATA GAG ACT TTT GAC CTG CTC ACC TTA CAC 144 
He Ser Arg Pro Gly His He Glu Thr Phe Asp Leu Leu Thr Leu His 
15 35 40 45 



10 



20 



30 



40 



45 



50 



CCA ATA GAA ATT GCT CGA CAA CTC ACT TTA CTT GAT TCA GAT CTA TAC 192 
Pro lie Glu He Ala Arg Gin Leu Thr Leu Leu Asp Ser Asp Leu Tvr 
50 55 60 

CGA GCT GTA CAG CCA TCA GAT TTA GTT GGA AGT GTG TGG ACA AAA GAA 240 
Arg Ala Val Gin Pro Ser Asp Leu Val Gly Ser Val Trp Thr Lys Glu 
65 70 .75 80 



25 GAC AAA GAA ATT AAC TCT CCT AAT CTT CTG AAA ATG ATT CGA CAT ACC 
Asp Lys Glu He Asn Ser Pro Asn Leu Leu Lys Met He Arg His Thr 
85 90 95 



— — w * w **** mi yaw AH WXA UAA 

Leu Glu Glu Arg Val Ala Val Val Ser Arg He He Glu He Leu Gin 
35 us 120 



288 



ACC AAC CTC ACT CTG TGG TTT GAG AAA TGT ATT GTA GAA ACT GAA AAT 336 
Thr Asn Leu Thr Leu Trp Phe Glu Lys Cys He Val Glu Thr Glu Asn 
100 105 no 



TTA GAA GAA AGA GTA GCT GTG GTG AGT CGA ATT ATT GAG ATT CTA CAA 384 

125 



GTC TTT CAA GAG TTG AAC AAC TTT AAT GGG GTC CTT GAG GTT GTC AGT 432 
Val Phe Gin Glu Leu Asn Asn Phe Asn Gly Val Leu Glu Val Val Ser 
130 135 140 

GCT ATG AAT TCC TCA CCT CTT TAC AGA CTA GAC CAC ACA TTT GAG CAA 480 
Ala Met Asn Ser Ser Pro Val Tyr Arg Leu Asp His Thr Phe Glu Gin 
145 150 155 160 

ATfc CCA AGT CGC CAG AAG AAA ATT TTA GAA GAA GCT CAT GAA TTG AGT 528 
He Pro Ser Arg Gin Lys Lys He Leu Glu Glu Ala His Glu Leu Ser 
. 165 170 175 

GAA GAT CAC TAT AAG AAA TAT TTG GCA AAA CTC AGG TCT ATT AAT OCA 576 
Glu Asp His Tyr Lys Lys Tyr Leu Ala Lys Leu Arg Ser He Asn Pro 
180 185 190 

CCA TGT GTG CCT TTC TTT GGA ATT TAT CTA CAT AAT ATC TTG AAA ACA 624 
Pro Cys Val Pro Phe Phe Gly He Tyr Leu His Asn He Leu Lys Thr 
55 1 95 200 205 

GAA GAA GGC AAC CCT GAG GTC CTA AAA AGA CAT GGA AAA GAG CTT ATA 672 
Glu Glu Gly Asn Pro Glu Val Leu Lys Arg His Gly Lys Glu Leu He 

m 210 215 220 

60 

AAC TTT AGC AAA AGG AGG AAA GTA GCA GAA ATA ACA GGA GAG ATC CAG 720 
Asn Phe Ser Lys Arg Arg Lys Val Ala Glu He Thr Gly Glu He Gin 
225 230 235 240 



28 



CAG TAG CAA AAT CAG CCT TAG TGT TTA CGA CTA GAA TCA GAT ATC AAA 
Gin Tyr Gin Asa Gin Pro Tyr Cys Leu Arg Val Glu Ser Asp lie Lys 
245 250 255 

AGG TTC TTT GAA AAC TTG AAT CCG AXG GGA AAT AGC ATG GAG AGG GAA 
Arg Phe Phe Glu Asn Lexi Asn Pro Met Gly Asn Ser Met Glu Arg Glu 
260 265 270 

TTT ACA GAT TAT CTT TTC AAC AAA TCC CTA GAA ATA GAA CCA CGA AAC 
Phe Thr Asp Tyr Leu Phe Asn Lys Ser Leu Glu He Glu Pro Arg Asn 
275 280 285 

CCD AAG CCT CTC. CCA AGA TTT CCA AAA AAA CAT ACG TAT CCC CTA AAA 
Pro Lys Pro Leu Pro Arg Phe Pro Lys Lys Tyr Thr Tyr Pro Leu Lys 
290 295 300 

TCT CCT GGT GTC CGG CCA TCA AAC CCA AGA CCG CCT ACC ATG AGG ATC 
Ser Pro Gly Val Arg Pro Ser Asn Pro Arg Pro Gly Thr Met Arg lie 
305 310 .315 320 

CCC ACC CCT CTA CAG CAG GAA CCA CGA AAA ATA ACT TAT ACT AGA ATA 
Pro Thr Pro Leu Gin Gin Glu Pro Arg Lys lie Ser Tyr Ser Arg lie 
325- ■ * 330 335 

CCA GAG TCA GAG ACA GAG ACT ACT GCT ACT GCA CCT AAT TCA CCA AGG 
Pro Glu Ser Glu Thr Glu Ser Thr Ala Ser Ala Pro Asn Ser Pro Arg 
340 345 . 350 

ACA CCT CTA ACA CCT CCA CCT GCA TCA GGA ACA TCA 
Thr Pro Leu Thr Pro Pro Pro Ala Ser Gly Thr Ser 
355 . 360 

[2} INFORMATION POUR LA SEQ ID NO I 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 364 abides amines 

(B) TXPBr acitte araine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

fli) TYPE DE MOLECULE; prOteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

He Thr Lys He lie Gin Arg Lys Lys lie Ala Arg Asp Asn Gly Pro 
t 5 TO 15 

Gly His Asn He Thr Phe Gin Ser. Ser Pro Pro Thr Val Glu Trp His 
20 25 30 

He Ser Arg Pro Gly His He Glu Thr Phe Asp Leu Leu Thr Leu His 
25 40 45 

Pro He. Glu He Ala Arg Gin Leu Thr Leu Leu Asp Ser Asp Leu Tyr 
50 55 60 

Arg Ala Val Gin Pro Ser Asp Leu Val Gly Ser Val Trp Thr Lys Glu 
« .70 75 80- 



Asp Lys Glu He Asn Ser Pro Asn Leu Leu Lys Met He Arg His Thr 
85 . 90 95 " 
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thr Asn Leu Thr Leu Trp Phe Glu Lys Cys He Val Glu Thr Glu Asn 
100 105 110 

Leu Glu Glu Arg Val Ala Val Val Ser Arg He He Glu lie Leu Gin 
5 115 120 125 

Val Phe Gin Glu Leu Asn Asn Phe Asn Gly Val Leu Glu Val Val Ser 
■30 135 140 

10 Ala Met Asn Ser Ser Pro Val Tyr Arg Leu Asp His Thr Phe Glu Gin 
145 150 155 160 

He Pro Ser Arg Gin Lys Lys He Leu Glu Glu Ala His Glu Leu Ser 
15 1« 170 175 

Glu Asp His Tyr Lys Lys Tyr Leu Ala Lys Leu Arg Ser He Asn Pro 
1B0 185 190 

Pro cys Val Pro Phe Phe Gly He Tyr Leu His Asn He Leu Lys Thr 
2X1 195 200 205 

Glu Glu Gly Asn Pro Glu Val Leu Lys Arg His Gly Lys Glu Leu lie 
210 215 220 

25 Asn Phe Ser Lys Arg Arg Lys Val Ala Glu He Thr Gly Glu .He Gin 
225 230 235 240 

Gin Tyr Gin Asn Gin Pro Tyr Cys Leu Arg Val Glu Ser Asp He Lys 
245 250 255 

Arg Phe Phe Glu Asn Leu Asn Pro Met Gly Asn Ser Met Glu Arg Glu 
260 265 270 

Phe Thr Asp Tyr Leu Phe Asn Lys Ser Leu Glu He Glu Pro Arg Asn 
33 27 5 280 285 

Pro Lys Pro Leu Pro Arg Phe Pro Lys Lys Tyr Thr Tyr Pro Leu Lys 
290 295 300 

40 Ser Pro Gly Val Arg Pro Ser Asn Pro Arg Pro Gly Thr Met Arg He 
305 310 315 320 

Pro Thr Pro Leu Gin Gin Glu Pro Arg Lys He Ser Tyr Ser Arg He 
325 330 335 

Pro Glu Ser Glu Thr Glu Ser Thr Ala Ser Ala Pro Asn Ser Pro Arg 
340 345 350 



30 



45 



Thr Pro Leu Thr Pro Pro Pro Ala Ser Gly Thr Ser 
50 355 360 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
55 (A) LONGUEUR: 1956 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

60 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

Ciii) HYPOTHETIQUE: NON 
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15 



30 



45 



50 



30 

(ill) ANTI-SENS r HON 

(lx) CARACTERISTIQDE ADDITTONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT- 1 ..1956 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO; 7: 

^^^ ATCC ^^ G ^^^^^^^^CTAGCA 48 
Arg Phe Glu He pro Glu Pro Glu Pro Thr Glu Ma Asp Lys Leu Ala 
* 5 10 15 



COT GAG AAA GGA GAA CAA CCA ATC TCT GCA GAT CTA AAG AGG TTC AGA 96 
Leu Glu Lys Gly Glu Gin Pro lie Set Ala Asp Leu Lys Arg Phe Arg 
20 25 3D 

50 ATC CAA CCA GTA CAG CTA- CGG GTG TTG AAC GTG CAG CGG 144 

20 Lys Glu Tyr He Gin Pro Val Glu Leu Arg Val Leu Asn Val Glu Arg 
35 40 45 * 

CAC TGG GTT GAA CAT CAC CCC CAT GAC TTT GAA AGA GAC TTG GAA CTG 192 
His Trp Val Glu His His Pro His Asp Phe Glu Arg Asp Leu Glu Leu 
50 «;«; en 



^ G^ AGA CTA GAA TCC TTC ACC TCA AGC GCT CAC AGA GCG AAA GCA 240 
Leu Glu Arg Leu Glu Ser Phe Thr Ser Ser Ala His Arg Ala Lys Ala 

?o 75 ao 

^t^^^^^^^^^^^ AGGAGG AAGAAG 288 
Met Lys Lys Trp Val Glu Ser lie Ala Lys Thr lie Arg Arg Lys Lys 
85 90 . 95 

35 ^^^^AATGGAGTAAGCCMAATATTACX:TTTG^AGTCCA 33fi 
Gin Ala Gin Ala Asn Gly Val ser His Asn He Thr Phe Glu Ser Pro 
100 105 no 

40 Pm p*^ t^" TGG CAT ATC AGC AAA CCA GGA CAG TTT GAA ACA 384 

40 Pro Pro pro lie Glu Trp His lie Ser Lys Pro Gly Gin Phe Glu Thr 
1,5 120 125 

TTT GAT CTC ATG ACA CTT CAT CCA ATA GAA ATT GCA CGT CAG CTG ACA 432 
Phe Asp Leu Met Thr Leu His Pro He Glu He Ala Arg Glh Leu Thr 
"0 - 135 140 

t"* 5?** AGG AAA GTT CAA CCG TCT GAA CTT GTA 480 

Leu Leu Glu Ser Asp Leu Tyr Arg Lys Val Gin Pro Ser Glu Leu Val 
145 150 155 160 

cf^ GAA GAT AAA GAA ATA AAT TCT CCA AAT TTA 528 

Gly ser Val Trp Thr Lys Glu Asp Lys Glu He Asn Ser Pro Asn Leu 
165 170 175 

55 TTA AAA ATG ATT CGC CAT ACC ACA AAT CTC ACC CTC TGG TTT GAA AAA R7fi 
Leu Lys Met He Arg His Thr Thr Asn Leu Thr Leu Trp Phe Glu Lys* 
^0 .185 190 

TGC ATT GTG GAA GCA GAA AAT TTT GAA GAA CGG GTG GCA GTA CTA AGT R7A 
60 Cys He Val Glu Ala Glu Asn Phe Glu Glu Arg Val Ala Vai 2u sS 
195 200 205 

AGA ATT ATA GAA ATT CTG CAA GTT TTT CGA GAT TTG AAT AAT TTC AAT 672 
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Arg lie lie Gin lie Leu Gin Val Phe Arg Asp Leu Asn Asn Phe Asn 
210 2t5 220 

GGC GTA TTG GAG ATA GTC AGT GCA GTA AAT TCA GTG TCA GTA TAC AGA 
Gly Val Leu G lu He Val Ser Ala Val Asn Ser Val Ser Val Tot Ara 

23 0 235 240 



290 295 300 

25 L^s Lys Glv Lvs Am-> t™ 5° ^ AGT ^G AGG AGG AAA GTA GCT 
3ol y lyS £? u Ile Asa phe Ser Lys Arg Arg Lys Val Ala 

JU!> 3 ™ 315 320 

GAA ATT ACT GC^ GAA ATT CAG CAG TAT CAG AAT CAG CCG TAC TGC CTA 
30 G1U Ile «»r Gly Glu lie Gin Gin Tyr Gin Asn Gin Pro Tyr Cys Leu 

325 330 3 | 5 



CCA GTT TCA GCA TCA TCA GAT CAC TCA GTA TTT TTA GAT GTA GAT CTA 
Pro Val Ser Ala Ser Ser Asp His Ser Val Phe Leu Asp Val Asp Leu 



720 



CTA GAC CAT ACC TTT GAG GCA CTG CAG GAA AGG AAA AGO AAA ATT TTG 7S8 
Leu Asp His Thr Phe Glu Ala Leu Gin Glu Arg Lys Arg Lys lie Leu 
245 250 255 

^ ^ ^ T A ACT ^ ^ T ^ C m ^ ^ TA C CTA GTA 816 
Asp Glu Ala Val Glu Leu Ser Gin Asp His Phe Lys Lys Tyr Leu Val 

260 265 270 



864 



^ ^ f* 3 A ?° *** CCA CCT 161 616 cc * «W TOT €GA ATA TAT 
Lys Leu Lys Ser lie Asn Pro Pro Cys Val Pro Phe Phe Gly lie Tyr 
275 280 285 

7** £8* ** T ATT CTG AAG ACC GAA GAA GGG AAT AAT GAT TTT TTA AAA q,, 
Leu Thr Asn He Leu Lys Thr Glu Glu Gly Asn Asn top Phe Leu Lys 912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



Ayvt tt^ ATG AGG TTC TTT GAA AAC CTT AAC CCC ATG 

Arg He Glu Pro Asp Met Arg Arg Phe Phe Glu Asn Leu Asn Pro tet 
35 340 345 350 

GGA AGT GCA TGT GAA AAA GAG TTT ACA GAT TAT TTG TTC AAC AAA AGT 
Gly Ser Ala Cys Glu Lys Glu Phe Thr Asp Tyr Leu Phe Asn Lys Ser 
355 360 3G5 

40 TTA GAA ATA GAA CCA CGA AAT TGT AAA CAG CCA CCA CGA TTT CCA CGA 
Leu Glu He Glu Pro Arg Asn Cys Lys Gin Pro Pro Arg Phe S S 
• J/u 375 380 

AAA AGT ACA TTT GAA CTA AAA GAA CCA GGA ATA CGA CCA AAT CPA en* ,, nn 
45 Lys Ser Thr Phe Glu Leu Lys Glu Pro Gly S Ar^ Pro Asn S §£ 12 ° P 
JB5 350 395 400 

Arg His Gly Glu Thr Ser Gly Thr Arg Gly His Pro Thr Pro ten Glu 
405 410 415 

A ^ ^ ^ TAT AAA ATA GAA TTT GAA AGA ATA GCT GAA ACA GAA CTA 
Arg Glu Pro Tyr Lys He Glu Phe Glu Arg He Ala Glu Thr Glu Leu 
420 425 430 

GAA AGT ACA GTA AGT GCA CCA ACA AGT CCA AAT ACT CCC TCA ACA CCA 1 *aa 

Glu Ser Thr Val Ser Ala Pro Thr Ser Pro Asn Thr Pro Ser Thr So" 
435 440 445 



1248 



1296 



1392 
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AAC ACT AGT CAC GGA TCA AAC ACA ATC TTT GCA CCT GTG CTA CTA CCA 
Asn Ser Ser His Gly Ser Asn Thr lie Phe Ala Pro Val Leu Leu Pro 
465 47Q 475 480 

AAG TCC AAG TCT TTC TTT AGT TCA TGT GGA AGT TTA CAT AAA CTA AGT 
Lys Ser Lys Ser Phe Phe Ser Ser Cys Gly Ser Leu His Lys Leu Ser 
4B5 490 495 

GAA GAG CCC CTG ATT CCT CCT CCT CTT CCT CCT CGA AAA AAG TTT GAT 
Glu Glu Pro Leu He Pro Pro Pro Leu Pro Pro Arg Lys Lys Phe Asp 
50Q 505 510 

CAT GAT GGC TCA AAT TCC AAG GGA AAT ATG AAA TCT GAT GST GAT CCT 
His Asp Gly Ser Asn Ser Lys Gly Asn Met Lys Ser Asp Asp Asp Pro 
515 520 525 

CCT GCT ATT CCA CCG AGA CAG CCT CCT CCT CCA. AAG GTA AAA CCC AGA 
Pro Ala He Pro Pro Arg Gin Pro Pro Pro Pro Lys Val LvS Pro Arcr 
530 535 540 

GTT CCT GTT CCT ACT GOT GCA TTT GAT GGG CCT CTG CAT AGT CCA CCT 
val Pro Val Pro Thr Gly Ala Phe Asp Gly Pro Leu His Ser Pro Pro 
545 . 550 555 560 

CCG CCA CCA CCA AGA GAT CCT CTT CCT GAT ACC CCT CCA CCA GTT CCC 
Pro Pro Pro Pro Arg Asp Pro "Leu Pro Asp Thr Pro Pro Pro Val Pro 
565 570 575 

CTT CGG CCT CCA GAA CAC TTT ATA AAC TGT CCA TTT AAT CTT CAG CCA 
Leu Arg Pro Pro Glu His Phe He Asn Cys Pro phe Asn Leu Gin Pro 
580 585 590 

CCT CCA CTG GGG CAT CTT CAC AGA GAT TCA GAC TGG CTC AGA GAC ATT 
Pro Pro Leu Gly Sis Leu His Arg Asp Ser Asp Trp Leu Arg Asp lie 
595 .600 60'5 

AGT ACG TGT CCA AAT TCG CCA AGC ACT CCT CCT AGC ACA CCC TCT CCA 
Ser Thr Cys Pro Asn Ser Pro Ser Thr Pro Pro Ser Thr Pro Ser Pro 
P»0 615 620 

AGG GTA CCG CGT CGA TGC TAT GTG CTC AGT TCT AGT CAG AAT AAT CTT 
Arg Val Pro Arg Arg Cys Tyr Val Leu Ser Ser Ser Gin Asn Asn Leu 
625 «0 635. 640 

GCT CAT CCT CCA GCT" CCC CCT GTT CCA CCA AGG GAG 
Ala His Pro pro Ala Pro Pro VStf. Pro Pro Arg Glu 
645 650 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8r 

(i) CARACTERXSTIQUBS DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 65? acides amines 

(B) TYPEr aci.de amine 

(DJ CONFIGURATION! lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; prot£ine 

(xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8; 

Arg Phe Glu lie Pro Glu Pro Glu -Pro Thr Glu Ala Asp Lys Leu Ala 
1 5 . . 10 15 
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Leu Glu Lys Gly Glu Gin Pro lie Ser Ala Asp Leu Lys Arg Phe Arg 



25 



30 



Lys. Glu Tyr lie Gin Pro Val Gin Leu Arg Val Leu Asn Val Gin Arg 
35 40 45 

**P Val Glu Bis His Pro His Asp Phe Glu Arg Asp Leu Glu Leu 



55 



10 Leu Glu Arg Leu Glu Ser Phe 
65 70 



60 



Mir Ser Ser Ala His Arg Ala Lys Ala 
75 . 80 



Met Lys Lys Trp Val Glu Ser lie Ala Lys Thr lie Arg Arg Lys Lys 
85 90 95 

Gin Ala Gin Ala Asn Gly Val Ser His Asn lie Thr Phe Glu Ser Pro 
• 100 105 no 



Pro Pro Pro lie Glu Trp His lie Ser Lys Pro Gly Gin Phe Glu Thr 
115 120 125 

Phe Asp Leu Met Thr Leu His Pro lie Glu He Ala Arg Gin Leu Thr 
130 135 140 

25 Leu Leu Glu Ser Asp Leu Tyr Arg Lys Val Gin Pro Ser Glu Leu Val 

150 155 160 



Gly ser Val Trp Thr Lys Glu Asp Lys Glu lie Asn Ser Pro Asn Leu 
1»5 170 175 

Leu Lys Met lie Arg His Thr Thr Asn Leu Thr Leu Trp Phe Glu Lys 
100 185 190 

Cys He Val Glu Ala Glu Asn Phe Glu Glu Arg Val Ala Val Leu Ser 
195 200 205 

Arg lie He Glu He Leu Gin Val Phe Arg Asp Leu Asn Asn Phe Asn 
210 215 220 

40 Gly Val Leu Glu He Val Ser Ala Val Asn Ser Val Ser Val Tyr Ara 

230 •»•%■» J 



235 



240 



Leu Asp His Thr Phe Glu Ala Leu Gin Glu Arg Lys Arg Lys He Leu 
245 250 255 

Asp Glu Ala Val Glu Leu Ser Gin Asp His Phe Lys Lys Tyr Leu Val 
260 265 270 

Lys Leu Lys Ser He Asn Pro Pro Cys Val Pro Phe Phe Gly He Tvr 
275 280 285 

Leu Thr Asn He Leu Lys Thr Glu Glu Gly Asn Asn Asp Phe Leu Lys 



295 



300 



55 305 ^ Gly LyS £? U 116 Asn Phe Ser ?*? ^3 Lys val Ala 



310 



315 



320 



Glu He Thr Gly Glu He Gin Gin Tyr Gin Asn Glu Pro Tyr Cys Leu 
325 330 335 

Arg He Glu Pro Asp Met Arg Arg Phe Phe Glu Asn Leu Asn Pro Met 
340 345 350 
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Gly Sei Ala Cys Glu Lys Glu Phe Thr Asp Tyr Leu Phe Asn Lys Ser 
355 . 360 365 

Leu Glu lie Glu Pro Arg Asn Cys Lys Glu Pro Pro Arg Phe Pro Arg 
3 370 375 380 

Lys Ser Thr Phe Glu Leu Lys Glu Pro Gly He Arg Pro Asn Ala Gly 
385 390 395 400 

10 Arg His Gly Glu Thr Ser Gly Thr Arg Gly His Pro Thr Pro Leu Glu 

405 410 415 

Arg Glu Pro Tyr Lys He Glu Phe Glu Arg lie Ala Glu Thr Glu Leu 
!5 420 425 430 

Glu Ser Thr Val Ser Ala Pro Thr Ser Pro Asn Thr Pro Ser Thr Pro 
435 440 445 

20 45Q *** ^ Jff "** Val Phe J| U Val ^ u 

Asn Ser Ser His Gly Ser Asn Thr He Phe Ala Pro Val Leu Leu Pro 
465 470 . 475 480 

25 Lys Ser Lys Ser Phe Phe Ser Ser Cys Gly Ser Leu His Lys Leu Ser 

485 490 495 

Glu Glu Pro Leu He Pro Pro Pro Leu Pro Pro Arg Lys Lys Phe Asp 
500 505 5io 

His Asp Gly Ser Asn Ser Lys Gly Asn Met Lys Ser Asp Asp Asp Pro 
35 **° 530 ^ ^ ^ ^ Gin Pro Pro Pro Pro Lys Val Lys Pro Arg 

Val Pro Val Pro Thr Gly Ala Phe Asp Gly Pro Leu His Ser Pro Pro 
545 550 555 560 

40 Pro Pro Pro Pro Arg Asp Pro Leu Pro Asp Thr Pro Pro Pro Val Pro 

565 570 575 

Leu Arg Pro Pro Glu His Phe He Asn Cys Pro Phe Asn Leu Gin Pro 
45 580 585 . 590 

Pro Pro Leu Gly His Leu His Arg Asp Ser Asp Trp Leu Arg Asp He 
595 600 605- 

^ThrCysProAsnSerProSerThrProProSer Thr Pro Ser Pro 
6 1° 615 620 

Arg Val Pro Arg Arg Cys Tyr Val Leu Ser Ser Ser Gin Asn Asn Leu 
625 630 635 640 

55 Ala His Pro Pro Ala Pro Pro Val Pro Pro Arg Glu 

645 650 



30 



60 



(2) INFORMATION POOR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQOES DB LA SEQUENCE: 
(A> LONGUEUR: 41 bases 
(B) TYPE: acide nucleique 
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(C) NOMBRE DE BRItfS: simple 

(D) CONFIGURATION : lingaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GATATCGAAT TCCGIGTIYT IAAYGTIYTI MGICAYTGGG T 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 



<i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
^° (A) LONGUEUR: 34 bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
tC) NOMBRE DE BRXNS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(±ii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
AAGCTTGAAT TCCKEKKYTT ISWRAARtfW AKIA 
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1. Peptide caracterise en ce qu'il ralentit ou inbibe I'echange du GDP sur Ie 
complexe p21-GDP. 

Z Peptide selon la revindication 1 caract^ ea ce qu^ compread tout ou 
5 partiedes sequences SEQro n »2,3 > 4,6ou8oudWa^vedec^^ 

3. Peptitecanpreflamtoutbu partieo^s&jueiiei»SEQlDn 0 2v3 4 6ou8 
ou d'un derive de celles-cL ' 

4. Anttarps ou fiagment ^^co^ ^ m vepS ^ ^ ^ 
quelconque des revendications 1 a 3. 

ce qu ii est ifinge centre la sequence peptidique SEQIDn 0 l, 
6. Anticorps ou fragment d'anticorps 



15 n,,^ ? * ? qaenCe tmd€otidic * ue P 0 ^ ™ Peptide teTque defini dans 1W 
quelconque des revendications 1 3 3. 

8-Secniencenucleodd^ 
est choisie parmi : M 

(a) tout ou partie des sequences SEQ ID n° 1, 5 ou 7 ou de leur brin 
20 conuDlementaire, ^ 



(b) 



toute sequence uybddant avec une sequence (a) et codant 



et 



pour un 



(c) ks 



s^oences demees des sequences (a) et <b) en taison de la 



25 



. ^ UCnce ****** au moms partiellement la production 

de peptides selon la revendication 3. 

10. Sequence nucleotidique capable de s^ydrider avec une sequence selon 
Iesrevendu^oiis7ou8ouavecrARNmccaespondai^ - 
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11. Utilisation tfune sequence selon la revendication 10 pour la detection de 
rexpression du facteur tf&hange du GDP ou pour la mise en evidence d'anomalies 
gfcnetiques (mauvais 6pissage, polymorphisme, mutations ponctuelles, etc). 

12. Utilisation dhm peptide selon 1'une quelconque des revendications 1 i 3 
5 pour la realisation (fun compos6 non peptidique ou non exclusivement peptidique 

capable de moduler les niveaux tf&hange du GDP sur des complexes p21-GDP. par 
determination des elements structuraux de ce peptide qui sont importants pour son 
activitfe et reproduction de ces el6ments par des structures non peptidiques ou mm 
exdusivementpeptidiques. 

10 13. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au 

moins un peptide selon IHme des revendications 1 a 3 et/ou tin anticorps ou fragment 
tfanticorps selon Itoe des revendications 4 a 6 et/ou une sequence nucteotidique 
selon la revendication 8 et/ou un compose prepare selon la rcvendication 12. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 destinee a 
15 moduler Tactivation des proteines p21. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 destinee a inhiber 
au moins partiellement Factivatian des proteines p21. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 destinee au 
ttaitement des cancers. 

20 17. Utilisation dhm anticorps ou fragment tfanticorps selon Tune des 

revendications 4 16 et/ou tfune sequence nucleotidique selon la revendication 10 
pour la detection de rexpression et/ou dW surexpression tfun facteur tfechange di 
GDP amplifie, mute ou rearrange dans un echantillon biologique. 

18. Utilisation (fun anticorps ou fragment tfanticorps selon Fune des 
25 revendications 4 a 6 et/ou dhxne sequence nucleotidique selon la revendication 10 

pour le typage de cancers. 

19. Precede de preparation tfun peptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3 caracterise en ce que Yon cultive une cellule contenant une 
s&pience nucleotidique selon la revendication 7 dans des conditions d'expression de 

30 ladite sequence et on recupere le peptide produiL 
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